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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Kombinierte Verwendung von Enzyminhibitoren und pharmazeutischen Zubereitungen daraus zur Therapie 
und Prevention allergischer Reaktionen vom Typ I nach Gell und Coombs 

® Die Erfindung beinhaltet em Verfahreh zur Hemmung 
derfur die Proliferation notwendigen DNA-Synthese und 
der IL-4-Produktion von Immunzellen, insbesondere von 
T H2 -Lymphozyten, durch die gleichzeitige und gemeinsa- 
me Wirkung von Inhibitoren der Ala ny I -A mi no peptidase 
und Dipeptidyl peptidaise IV. 

Die DNA-Synthese (Proliferation) und IL-4-Produktion 
mononuklearer Zellen wird in einem AusmaB gehemmt, 
das .durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibito- 
ren - auch bei hoherer Dosierung - nicht erreicht werden 
kann. Obgleich die genannten Inhibitoren letztendlich den 
gleichen Prozess, namlich die DNA-Synthese' (Proliferati- 
on) und IL-4-Produktion von Immunzellen, beeinflussen, 
ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der Inhibitoren 
• nicht vollstandig und nicht dauerhaft. Aus der funktionel- 
i len Uberschneidung der enzymatischen Aktivitaten resul- 
» tiert, wie unsere Daten zeigen, eine additive/superadditi- 
ve Hemmwirkung auf die DNA-Synthese und IL-4-Produk- 
tion. 

Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie und Praventa- 
tion von allergischen Reaktionen vom Typ I nach Gell und 
Coombs die gleichzeitige Applikation von Hemmstoffen 
der oben genannten Enzyme bzw. entsprechender Zube- 
reitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beschreibt die Hemmung der fur die Proliferation notwendigen DNA-Synthese und der Zytokin- 
produktion (Interleukin-4, IL-4) von T H 2-Zellen durch die kombinierte Wirkung von Inhibitoren der Aminopeptidase N 
5 (APN, EC3.4.11.2, CD 13), und der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 3.4.14.5, CD26) im Ergebnis der simultanen 
Applikation von jeweils spezifischen Inhibitoren dieser Enzyme auf der Basis von Aminosaurederivaten, Peptiden oder 
Peptidderivaten, durch welche die Aktivierung, die Proliferation (DNA-Synthese) und Zytokinproduktion (IL-4) von 
TH2-ZeUen supprimiert wird. 

[0002] Fur alle allergischen Reaktionen vom Typ I wie Asthma bronchiale oder Heuschnupfen gilt, dass eine Aktivie- 

10 rung, Proliferation und Zytokinproduktion (besonders IL-4) von Immunzellen, insbesondere von T H 2-Zellen, dem 
Krankheitsprozess zugrunde liegen [D. D. Corry et al.: Induction and regulation of the IgE response. Nature 1999; 402: 
B 1 8-B23] . Es i st gezeigt worden, dass im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immunzellen, insbeson- 
dere von T-Lymphozyten, membranstandige Peptidasen wie DP IV oder APN eine Schlusselrolle spielen [Fleischer B: 
CD26 a surface protease involved in T-cell activation. Immunology Today 1994; 15: 180-184; Lendeckel U et al.: Role 

15 of alanyl aminopeptidase in growth and function of human T cells. International Journal of Molecular Medicine 1999; 4: 
17-27; Riemann D et al.: CD13 - not just a marker in leukemia typing. Immunology Today 1999; 20: 83-88]. Verschie- 
dene Funktionen Mitogen-stimulierter mononuklearer Zellen (MNZ) oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNA- 
Synthese, Produktion und Sekretion von immunstimulierenden Zytokinen (TL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) und Helferfunktio- 
nen fur B-Zellen (IgG- und IgM-Synthese) konnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV oder der APN 

20 gehemmt werden [Schon E et al.: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane enzyme involved in the proliferation of T 
lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9-K15; Schon E et al.: The role of dipeptidyl peptidase IV in human T 
lymphocyte activation. Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation and 
immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. Immunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl 
peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 

25 1 997; 91 : 354-360; Lendeckel U et al.: Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and surface expression in 
human T-cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; Kahne T et al.: Dipeptidyl peptidase IV: A cell 
surface peptidase involved in regulating T cell growth (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et al: 
Role of alanyl aminopeptidase in growth and function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 
[0003] Auf der anderen Seite haben wissenschaftliche Erkenntnisse der letzten Jahre die alleigische Reaktion vom "Typ 

30 I als eine Erkrankung charakterisiert, bei der den T H 2-Lymphozyten eine entscheidende Rolle fur die Enstehung und 
Chronifizierung der Erkrankung zukommt [D. D. Corry et al.: Induction and regulation of the IgE response. Nature 1999; 
402: B18-B23. P. J. Barnes: Therapeutic strategies for allergic diseases. Nature 1999; 402: B31-B38]. 
[0004] IL-4 stellt einen Helferzytokin der B-Zell-Proliferation dar, stimuliert die Bildung von IgE und die Expression 
niedrigaftlner Fc-IgE-Rezeptoren. Daruber hinaus verstarkt IL-4 die Induktion von T H 2-Zellen selbst und kontrolliert die 

35 Proliferation und Aktivitat von Eosinophilen und Mastzellen. Damit spielt es eine zentrale Rolle bei allergischen Reak- 
tionen vom Typ I IP- R Stites, A. I. Terr, T. G. Parslow: Medical Immunology. Appelton & Lange, Stamfort, CT, 1997]. 
[0005] Der Erfindung liegt der iiberraschende Befund zugrunde, dass die gleichzeitige Wirkung von Inhibitoren der Di- 
peptidylpeptidase IV und der Aminopeptidase N, die Proliferation (DNA-Synthese) und IL-4-Produktion mitogenstimu- 
lierter mononuklearer Zellen (MNZ) in einem AusmaB hemmt, das durch die einzelne Applikation dieser Enzyminhibi- 

40 toren - auch bei hoherer Dosierung - nicht erreicht werden kann. Obgleich die genannten Inhibitoren letztendlich die 
gleichen Prozesse, namlich die DNA-Synthese und damit die Proliferation sowie die IL-4-Produktion der THZ-Zellen, 
beeinflussen, ist dieser Effekt bei einzelner Applikation der Inhibitoren wesentlich schwacher ausgepragt und nicht dau- 
erhaft. Wegen der funktionellen Uberschneidung der enzymatischen Aktivitaten der genannten Enzyme resultiert, wie 
unsere Daten zeigen, eine superadditive Hemmwirkung auf DNA-Synthese und Proliferation aus der gleichzeitigen 

45 Hemmung beider Enzyme. 

[0006] Unsere Erfindung zeigt, dass zur Therapie allergischer Reaktionen vom Typ I fur deren Enstehung die Prolife- 
ration und die Aktivierung von T-Lymphozyten eine zentrale Bedeutung hat, die gleichzeitige Applikation von Hemm- 
stoffen der DP IV und der APN bzw. entsprechender Zubereitungen und Darreichungsformen daraus geeignet sind. 
[0007] Im einzelnen liegen der Erfindung die Befunde zugrunde, dass die DNA-Synthese und die IL-4-Produktion von 

50 MNZ durch die simultane Administration von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV und Aminopeptidase N in supe- 
radditiver Weise inhibiert wird. 

[0008] Die Applikation von Enzyminhibitoren stellt bei den genannten Erkrankungen eine neuartige Methode und er- 
ganzende Therapieform dar. 

[0009] Die erfindungsgemaB applizierten Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV und der Aminopeptidase N konnen in 
55 pharmazeutisch anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstrate, inhibitorisch wir- 
kende Peptide und Peptidderivate sowie als Antikorper dieses Enzyms zur Anwendung kommen. Bevorzugte Effektoren 
sind beispielsweise fur die DP IV Xaa-Pro-Dipeptide, entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaure- 
diarylester und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n = 0- 10), entsprechende Derivate und deren Salze 
bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure/Iniinosaure 
60 bzw. ein a-Aniinosaurederivat/Iminosaurederivat, vorzugsweise N E -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L- 
Tryptophan, I^Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyciische Amine, z. B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und 
deren Derivate. Derartige Verbindungen und deren IJerstellung wurden in einem firiiheren Patent beschrieben (K. Neu- 
bert et al. DD 296 075 A5). Bevorzugte Inhibitoren fur die Alanyl-Arninopeptidase sind Bestatin (Ubenimex), Actino- 
nin, Probestin, Phebestin, RB3014 oder Leuhistin. 
65 [0010] Die Inhibitoren werden simultan mit bekannten Tragerstoffen verabreicht. Die Verabreichung erfoigt einerseits 
als topische Applikation in Form von z. B. Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, Schiittelmix- 
turen, Hydrokolloidverbanden bzw. anderen dermatologischen Grundlagen/Vehikeln einschlieBlich instilativer Applika- 
tion und andererseits als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravenbsen, subcutanen, intracutanen, in- 
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tramuskularen Anwendung in geeigneten Rezepturen bzw. in geeigneter Galenik. 

Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1 5 

Inhibierung der DNA-Synthese Pokeweed-Mitogen (PWM)-stimulierter humaner mononuklearer Zellen (MNZ) des pe- 
ripheren Blutes durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 

[0011] Unsere Untersuchungen zeigen, dass die DNA-Synthese Pokeweed-Mitogen- stimulierter humaner MNZ des 10 
peripheren Blutes durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N0 2 )]-thiazolidid = 149) und 
APN (Bestatin) in additiver Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 72 h in Gegenwart von Pokeweed-Mitogen und der 
genannten Inhibitoren inkubiert und anschlieBend uber die Messung der 3 [H]-Thymidin-Inkorporauon die DNA-Syn- 
these bestirnmt, wie bei Reinhold et at. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibitors of dipeptidyl peptidase N induce secre- 
tion of transforming growth factor 01 in PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abb. 15 
1 zeigt die dosisabhangige, additive Hemmung der DNA-Synthese. 

Abb. 1 

Synergistischer und dosisabhangiger EfFekt von Inhibitoren der DP IV (149) und der Aminopeptidase N (Bestatin) auf 20 

die DNA-Synthese humaner PWM- stimulierter MNZ 

% DNA-Synthese 




Inhibitorkonzentration [pM] 

[0012] Humane periphere MNZ wurden uber drei Tage mit PWM (2 jig/ml) und den angegebenen Konzentrationen der 40 
Inhibitoren inkubiert. AnschlieBend wurde dem Kulturmedium 3 [H]-Methyl-Thymidin zugesetzt und nach weiteren 6 
Stunden die in die DNA eingebaute Menge an 3 [H]-Thymidin gemessen. 

Beispiel 2 

; • ■ 45 

Inhibierung der IL-4-Produktion Pokeweed-Mitogen-stimulierter humaner mononuklearer Zellen des peripheren Blutes 
durch Inkubation mit synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN 

[0013] Unsere Untersuchungen zeigen den interssanten Befund, dass die Produktion des fur THZ-Zellen charakteristi- 
schen Zytokins IL-4 von Pokeweed-Mitogen- stimulierten humanen mononuklearen Zellen (MNZ) des peripheren Blutes 50 
durch die simultane Administration von Inhibitoren der DP IV (Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und der APN (Bestatin) 
in superadditiver Weise gehemmt wird. Die MNZ wurden 48 h in Gegenwart von Pokeweed-Mitogen und der genannten 
Inhibitoren inkubiert und anschlieBend mittels kommerzieller IL-4-Bestimmungs-Kits (ELLS A) die Konzentrationen des 
IL-4 in den entsprechenden Kultiiruberstanden bestirnmt, wie bei Reinhold et al. beschrieben (Reinhold D et al.: Inhibi- 
tors of dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated PBMNC and T 55 
cells. Immunology 1997; 91: 354-360). Abb. 2 zeigt die dosisabhangige, superadditive Hemmung der IL-4-Produktion. 
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Abb. 2 

Synergistischer und dosisabhangiger Effekt von Inhibitoren der DP N (149) und der Aminopeptidase N (Bestatin) auf die 

IL-4-Produktion humaner, PWM-stimulierter MNZ 



PWM-stimulierte MNZ 



IL-4 
[pg/ml] 




unstim. PWM 



20 10 



20 10 



I49 Bestatin 10 pM I49 + Bestatin 
Inhibitorkonzentration [pM] 

[0014] Humane periphere MNZ wurden iiber 48 h mit PWM (2 ug/ml) und den angegebenen Konzentrationen der In- 
25 hibitoreri inkubiert. AnschlieBend wurden mittels IL-4-ELIS A die Konzentrationen von IL-4 in den entsprechenden Kul- 
turiiberstanden gernessen. 



Patentanspriiche 

30 1. Verwendung von Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit gleicher Substratspe- 

zifitat (DP IV-analoge Enzymaktivitat) in Kombination mit Inhibitoren der Alanyl- Aminopeptidase (Aminopepti- 
dase N, APN) bzw. Enzymen gleicher Substratspezifita ; t (APN-analoge Enzymaktivitat) zur additiven bzw. superad- 
ditiven Hemmung von Aktivierung, Proliferation (DNA-Synthese) und Produktion von T H 2-Zytokinen humaner T- 
Lymphozyten bzw. mononuklearer Zellen. 

35 2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-Amino- 

saure bzw. seitenkettengeschiitztes Derivat), entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediaryle- 
ster, Dipeptidboronsauren (z. B. Proboro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Ami- 
nosaure, n = 0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Deri- 
vate und deren Salze sind, wobei Xaa eine a- Aminosaure bzw. ein seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise 

40 NM-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cy- 

clische Amine, z. B. Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin Arninosaureamide, z. B. ^-4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin-miazoli- 
did, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopipe- 
rididderivat bevorzugt als DP IV-Inhibitoren eingesetzt werden. 
45 4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, Leuhistin, Phebestin, Ama- 

statin, Bestatin, Probestin, P-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, vorzugsweise 
D-Phe-y[PO(OH)-CH 2 ]-Phe-Phe und deren Salze fungieren. 

5. Verwendung von Inhibitorkombinationen nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Vorbeugung und Therapie von 
allergischen Reaktionen vom Typ I. 
50 6. Pharmazeutische Zubereitungen, umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) oder DP IV-analo- 

ger Enzymaktivitat in Kombination mit Inhibitoren der Alanyl- Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. 
Enzyme gleicher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) und in Kombination mit an sich bekannten Tra- 
ger-, Zusatz- und/oder Hilfsstoffen. 

7. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfassend als Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro-Dipep- 
55 tide (Xaa = a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschiitzte Derivate), entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipep- 

tidphosphonsaurediarylester und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosauren, n = 
0-10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. Aminosaure (Xaa)-amide, entsprechende Derivate und deren 
Salze, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. seitenkettengeschutztes Derivat, vorzugsweise NM-Nitrobenzyloxycar- ' 
bonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L-Isoleucin, L-Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, z. B. Pyr- 
60 rolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

8. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfassend als Inhibitoren der DP IV vorzugsweise Arninosau- 
reamide, z. B. N € -4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entspre- 
chende 2-Cyanothiazolidid-, 2-Cyanopyrrolidid- und 2-Cyanopiperididderivat. 

9. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 6 umfassend als Inhibitoren der APN vorzugsweise Actinoin, Leu- 
65 histin, Phebestin, Amastin, Bestatin, Probestin, P-Aminothiole, a-Aminophosphinsauren, a-Amirtophosphinsaure- 

derivate, bevorzugt D-Phe-y[PO(OH)-CH 2 ]-Phe-Phe und deren Salze. 

10. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspriiche 6 bis 9, umfassend zwei oder rnehrere der Inhibitoren 
der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat, der APN bzw. APN-analoger Enzymaktivitat in raumlich getrenn- 
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ter Formulierung in Kombination mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen zur gleichzeitigen 
oder zeitlich unmittelbar aufeinanderfolgenden Verabreichung mit dem Ziel einer gemeinsamen Wirkung. 

11. Pharrnazeutische Zubereitung gemaB Anspruche 6 bis 1G fiir die systemische Anwendung zur oralen, transder- 
malen, intravendsen, subcutanen, intracutanen, intramuskularen, rektalen, vaginalen, sublingualen Applikation zu- 
sammen mit an sich bekannten Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen. 

12. Pharrnazeutische Zubereitung gemaB Anspruche 7 bis 10 fur die topische Anwendung in Form von z. B. 
Cremes, Salben, Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, Schuttelmixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. an- 
deren dennatologischen Grundlagen/- Vehikeln, einschlieBlich instilativer Applikation. 
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